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a.a. amino acids 
ActD actinomycin D 
ATP adenosine triphosphate 
CBP cAMP response element binding protein-binding protein 
ChIP chromatin immunoprecipitation 
CSC cancer stem cell 
CTGF connective tissue growth factor 
DMEM Dullubecco’s Modified Eagle Media 
EDTA ethylenediamine tetraacetate 
EMT epithelial mesenchymal transition 
FBS fetal bovine serum 
GADD45 growth arrest and DNA damage-45 
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GFP green fluorescent protein 
GST glutathione S-transferase 
HA hemagglutinin 
HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A 
HRP horseradish peroxidase 
IgG immunoglobulin G 
IP immunoprecipitation 
LATS large tumor suppressor kinase 
Luc luciferase 
Mdm2 murine double minute 2 
MOB Mps one binder kinase activator 
MST mammalian sterile 20-like 
p53RE p53 responsive element 
PAI-1 plasminogen activator inhibitor type-1 
PARP poly (ADP-ribose) polymerase 
PBS phosphate buffered saline 
PCAF p300/CBP-associated factor 
3 
PCR polymerase chain reaction 
PD population doubling 
PI3k phosphatidylinositol 3-kinase 
Pin1 peptidylprolyl cis/trans isomerase, NIMA-interacting 1 
pS/T-P motif phosphorylated serine/threonine‐proline motif 
PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis 
PVDF polyvinylidene difluoride 
rpm rotations per minute 
RPMI Roswell Park Memorial Institute medium 
RT-qPCR Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction 
SAV Salvador homolog 
SA-β-gal senescence-associated β-galactosidase 
SBE Smad binding element 
SDS sodium dodecyl sulfate 
SIRT1 silent mating type information regulation 2 homolog 1 
TAZ transcriptional co-activator with PDZ-binding motif 
TEAD TEA domain family members 
TGF-β transforming growth factor-β 
TIEG1 TGF-β inducible early gene-1 
TTP tristetraprolin 
TβR1 TGF-β type I receptor 
uPA urokinase plasminogen activator 
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第１章 序論                                  
 
 がんは、我が国における死因の第 1 位であり、平成 29 年度の統計では年間 30 万人以














子の欠失または変異が認められる転写因子である（Vousden et al., 2002）。正常細胞では
通常、p53 はユビキチンリガーゼである murine double minute 2（Mdm2）によりユビキ
チン化を受け、プロテアソームにより分解されることでその発現は低く抑えられている。
しかし、DNA 損傷や酸化ストレス、がん遺伝子の活性化などに応答して p53 は活性化
し、その標的遺伝子の転写を誘導する。p53 標的遺伝子としては細胞周期を制御する p21、
アポトーシスを誘導する PUMA や NOXA、DNA 修復を制御する GADD45 などが挙げら
れ、細胞周期の停止や DNA 修復、アポトーシス誘導、細胞老化など多彩な機能を発揮
することで細胞のがん化を抑制している（Beckerman et al., 2010, Bieging et al., 2014, Kruse 
et al., 2009, Riley et al., 2008, Oren et al., 2003）（Figure 1）。 
p53の転写活性化能は、様々な翻訳後修飾により制御されていることが知られており、
その中でも、p53 の C 末端におけるリジン残基のアセチル化は p53 の活性化や安定化に
深く関与している（Brooks et al., 2011）。p53 のアセチル化は p53 の DNA 結合能を促進
する作用に加えて、ユビキチン化に拮抗することで p53 タンパクの分解を抑制してい
る。p53 はアセチルトランスフェラーゼである p300 や CBP、PCAF などによりアセチ
ル化され、このアセチル化を阻害すると、p53 による増殖抑制やアポトーシス誘導が抑









標的として応用しようという試みが注目されている（Schneider et al., 2011, Dotto, 2009, 
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が明らかにされている（Siegel et al., 2003）。興味深いことに、がん細胞に対する TGF-β
の作用はがんの悪性度により異なることが知られている。がん化の初期段階においては、
TGF-β はサイクリン依存性キナーゼの阻害因子である p21 や、アポトーシス誘導因子で
ある TIEG1 などの標的遺伝子を誘導することで、細胞増殖の抑制やアポトーシスの誘
導など、がん抑制的な因子として作用する。一方で、進行がんにおいては、がんの浸潤
や転移に重要な役割を果たす上皮間葉転換（Epithelial mesenchymal transition: EMT）の
誘導、免疫抑制、血管新生の促進等の作用を示すなど、がんを悪性化させる因子として
機能し（Massagué J, 2012）、一部の大腸がんや前立腺がん患者では血中の TGF-β 濃度の
上昇も認められている（Tsushima et al., 1996, Wikström et al., 1998）。これらのことから、
TGF-β はがんの悪性度に応じて二面性の作用をもつサイトカインとして知られている。
しかしながら、TGF-β の作用を変化させる分子メカニズムは未だ十分には明らかにされ
ていない（Bierie et al., 2006）。 
TGF-β シグナルは、主に Smad と呼ばれるシグナル伝達分子を介して核内に伝えられ
る。TGF-β がその受容体に結合すると受容体型セリン/スレオニンキナーゼが活性化し、
Smad2/3 をリン酸化する。リン酸化された Smad2/3 は Smad4 と複合体を形成して核内
に移行し、様々な転写因子やコファクターとともに標的遺伝子のプロモーター領域に結
合し転写反応を制御する（Wrana et al., 2013, Derynck et al., 2003）（Figure 2）。この Smad
複合体とともにプロモーター領域に結合するパートナーの多様性が、TGF-β による多様
な生理作用が引き出される一因とも考えられている（Ikushima et al., 2010）。 
TGF-β シグナルと p53 とのクロストークについては先行研究において、いくつかの報
告がなされている。例えば、アフリカツメガエルの胚を用いた研究において、p53 は Mix2
プロモーター領域に結合し Smad と協調的に Mix2 の転写を誘導することで、中胚葉分
化に寄与しているという報告や、いくつかの TGF-β 標的遺伝子が p53 と Smad による協
調的な制御をうけているという報告がみられる（Cordenonsi et al., 2003, Takebayashi-
Suzuki et al., 2003）。また、TGF-β が p53 の翻訳後修飾を調節することで、p53 と協調的
















1. p53 は TGF-β 誘導性 PAI-1 転写活性化を増強する 
Plasminogen activator inhibitor type-1（PAI-1）は TGF-β と p53 の標的遺伝子として知ら
れ、そのプロモーター領域に Smad binding element（SBE）および p53 responsive element
（p53RE）をともに有する（Dennler et al., 1998, Kunz C et al., 1995）（Figure 3a）。そこで、
本研究では PAI-1 遺伝子発現制御を一つのモデルとして、TGF-β シグナルと p53 とのク
ロストークについて解析を行った。 
最初に、野生型 p53 をもつヒト肝がん細胞株 HepG2 を用いて、PAI-1 のプロモーター
領域を含んだレポータープラスミドを用いたレポーターアッセイを行った。恒常的活性
型の TGF-β I 型受容体である TβRI（T204D）の強制発現により TGF-β シグナルを活性
化させたところ、PAI-1 プロモーター活性の上昇がみられたが、そのプロモーター活性








Figure 3. p53 enhances TGF-β-induced PAI-1 expression.  
(a) A schematic representation of the human PAI-1 promoter construct. (b,c) Effects of p53 
overexpression (b) or p53 knockdown by siRNA (c) on the transactivation of PAI-1 promoter 
induced by TβR1(T204D) in HepG2 cells. Error bars represent s.d. (d) Effects of mutant 
p53(R175H) on the transactivation of the PAI-1 promoter induced by treatment of TGF-β in 
HepG2 cells. Error bars represent s.d. (e) HepG2 cells and A549 cells were transiently transfected 
with the indicated siRNAs. After 48 h, cells were treated with 100 pM of TGF-β for the indicated 
periods. Expression of each gene was determined by semi-quantitative PCR. (f) HepG2 cells and 
A549 cells were transiently transfected with the indicated siRNAs. After 48 h, cells were treated 
with 100 pM of TGF-β for 6 h. The cell lysates were immunoblotted with the indicated antibodies. 
 
また、ドミナントネガティブとして野生型 p53 の機能を阻害する変異型 p53 である
p53 R175H の過剰発現により、TGF-β 処理による PAI-1 プロモーター活性の上昇は抑制
された（Figure 3d）。さらに、p53 ノックダウンは、TGF-β による PAI-1 の mRNA、およ
びタンパク発現の上昇も抑制した（Figure 3e, f, left）。HepG2 と同様に、野生型 p53 をも
つヒト肺がん細胞株 A549 においても、p53 のノックダウンによる、TGF-β 誘導性の PAI-
1 の mRNA、およびタンパク発現上昇の抑制がみられた（Figure 3e, f, right）。これらの
結果から、p53 は TGF-β による PAI-1 転写活性化に必要であることが明らかとなった。 
次に、他の TGF-β 標的遺伝子の転写活性化に p53 が関与するかを検討したところ、
p53 は TGF-β による Smad7 プロモーター活性の上昇にはほとんど影響を与えなかった
（Figure 4a）。Smad7 のプロモーター領域には SBE は含まれるものの p53RE は含まれな
いため（Nagata et al., 2006）、プロモーター領域における p53RE の存在が両者のクロス
トークに必要であることが想定された。そこで、PAI-1 プロモーター領域から p53RE を
欠失させたレポータープラスミド PAI-1-Luc (∆p53RE) を作製し（Figure 4b）、検討を行
ったところ、TGF-β シグナルの活性化による PAI-1 プロモーター活性の上昇と、p53 の
発現や p53 のノックダウンによるプロモーター活性への影響は、PAI-1-Luc (∆p53RE) で
は、ほとんど見られなかった（Figure 4c, d）。また、p53RE のみを含むレポータープラ









Figure 4. p53 selectively affects TGF-β target promoters containing both SBE and p53RE. 
(a) HepG2 cells were transfected with Smad7-Luc in the presence or absence of p53 expression 
plasmid. After 24h, cells were treated with 100 pM of TGF-β. After 18 h, luciferase activity was 
measured. The experiments were performed in triplicate. Error bars represent s.d. (b) A schematic 
representation of the human PAI-1 promoter constructs. (c) HepG2 cells were transfected with the 
indicated constructs. After 24 h, luciferase activity was measured as in (a). (d) HepG2 cells were 
transfected with the indicated constructs and siRNAs. After 24 h, luciferase activity was measured 
as in (a). (e) HepG2 cells were transfected with p53RE-Luc. After 24 h, cells were treated with 
100 pM of TGF-β for 18 h. The luciferase activity was measured as in (a). (f) HaCaT cells were 
transiently transfected with the indicated siRNAs. After 48 h, expression of each gene was 
determined by semi-quantitative PCR. (g) HaCaT cells were transiently transfected with the 
indicated siRNAs. After 48 h, cells were treated with 100 pM of TGF-β for 6 h. The cell lysates 
were immunoblotted with the indicated antibodies. 
 
さらに、PAI-1 と同様に、プロモーター領域に SBE と p53RE の両者をもつ遺伝子で
ある Tristetraprolin（TTP）（Ogawa et al., 2003, Lee et al., 2013）についても検討したとこ
ろ、HepG2 細胞および A549 細胞のいずれの野生型 p53 を有する細胞株においても、
TGF-β による TTP の転写誘導は、p53 ノックダウンにより抑制された（Figure 3e）。以
上の結果から、p53 はプロモーター領域内の p53RE を介して PAI-1 転写活性に寄与して
いると考えられ、SBEと p53REの両者をプロモーター内にもつ他の遺伝子においても、
同様な制御機構が存在する可能性が示唆された。 
ヒトがんの約半分で p53 の遺伝子異常が認められる一方で、がん細胞では PAI-1 タン
パクの発現上昇が認められることも知られている（Czekay et al., 2011）。実際に、変異型
p53 をもつ細胞株においても TGF-β による PAI-1 転写誘導はみられる。この理由とし
て、p53 ファミリーに属する他のメンバー（p63 など）が p53 の代役をしている可能性
が考えられた。変異型 p53（H197Y/R282W）をもつヒト表皮角化細胞株 HaCaT におい
ては、TGF-β による p21 の転写誘導は p63 のノックダウンにより抑制されることが報告
されているが（Cordenonsi et al., 2003）、同様に TGF-β による PAI-1 転写誘導は p63 のノ
ックダウンにより抑制されることを見出した（Figure 4f,g）。これらの結果から、変異型






たところ、C 末端ドメインを有する p53 変異体と Smad3 との結合が認められた（Figure 
6c）。また、Smad3 の欠失変異体（Figure 6d）を用いた検討では、MH2 ドメインをもつ
Smad3 変異体と p53 との結合が認められた（Figure 6e）。以上の結果から、p53 の C 末












因子と相互作用し、コアクチベーターとして機能することが知られている（Gu et al., 




CBPのリクルートとヒストンH3のアセチル化の上昇は抑制された（Figure 7c, d）。 
 以上の結果から、TGF-β 刺激により PAI-1 プロモーター領域で Smad2/3 と p53 の複合










Figure 6. The C-terminal domain of p53 interacts with the MH2 domain of Smad3. 
(a) HepG2 cells were treated with or without 100 pM of TGF-β for 1.5 h. Cell lysates were 
immunoprecipitated (IP) with an anti-Smad2/3 antibody and then immunoblotted with the 
indicated antibodies. (b,d) A schematic representation of full-length and deletion mutants of p53 
(b) and Smad3 (d). (c,e) H1299 cells were transiently transfected with the indicated constructs. 
After 24 h, the cell lysates were immunoprecipitated (IP) with an anti-FLAG antibody and then 
immunoblotted with the indicated antibodies. (f) A schematic representation of protein-protein 
interactions between p53 and Smad3. The interacting domains are connected with a blue line.  
 
 
3. PAI-1 は TGF-β による細胞増殖抑制作用に関与する 
 PAI-1 は不可逆的な細胞周期の停止である細胞老化の分子マーカーとして知られると
もに、PAI-1 が PI3k-Akt シグナルを抑制することで細胞老化を誘導することが報告され
ている（Kortlever et al., 2006, Kortlever et al., 2008）。一方で、野生型 p53 を保持するヒト
メラノーマ細胞株 A375 は TGF-β により増殖が抑制される（Larisch-Bloch et al., 1992）。
HepG2 細胞や A549 細胞と同様に、A375 細胞においても TGF-β 誘導性の PAI-1 転写誘
導に、p53 は必要である（Figure 8a, b）。そこで、p53 および PAI-1 が TGF-β による A375
細胞の増殖抑制作用に貢献しているか検討した。クリスタルバイオレット染色により検
討したところ、TGF-β による A375 細胞の増殖抑制作用は p53 をノックダウンさせると
減弱した（Figure 8c）。 
また、細胞内の ATP の定量により生存細胞数を評価する CellTiter-Glo を用いた実験
でも同様に、p53 をノックダウンさせると TGF-β による増殖抑制作用は消失した（Figure 
8e）。注目すべきことに、PAI-1 のノックダウンによっても TGF-β による増殖抑制は完















Figure 7. TGF-β promotes p53/Smads complex formation in the PAI-1 promoter. 
(a) A schematic diagram of a human PAI-1 gene promoter. (b) HepG2 cells were treated with 100 
pM of TGF-β for 2 h. The cell lysates were subjected to ChIP analysis with the indicated 
antibodies. Extracted DNA fragments were analyzed by real-time PCR. Error bars represent s.d. 
(c,d) HepG2 cells were transiently transfected with the indicated siRNAs. After 48 h, cells were 
treated with 100 pM of TGF-β for 2 h. The cell lysates were subjected to ChIP analysis with the 
indicated antibodies. Extracted DNA fragments were analyzed by real-time PCR. (e) The 
mechanism of PAI-1 transcription by the p53/Smads complex. TGF-β induces Smad2/3 to 
translocate into the nucleus, and the Smad complex interacts with p53 in the PAI-1 promoter. In 
other words, p53 plays a role as a DNA-binding partner of Smad. The p53/Smads complex 
efficiently recruits CBP to the PAI-1 promoter. The CBP recruitment induces histone H3 
acetylation and relaxation of the chromatin structure to activate the PAI-1 transcription. 
 
さらに、野生型p53と変異型p53（R277C）をヘテロで有するマウス乳腺上皮細胞株
















Figure 8. p53 is required for TGF-β-induced cytostasis in several cell lines. 
(a,b) A375 cells were transiently transfected with the indicated siRNAs. After 48 h, cells were 
treated with 100 pM of TGF-β for 6 h. Expression of each gene was determined by semi-
quantitative PCR (a). The cell lysates were immunoblotted with the indicated antibodies (b). (c) 
A375 cells were transiently transfected with the indicated siRNAs. After 48 h, cells were treated 
with 100 pM of TGF-β for 96 h and then stained with crystal violet. (d) A375 cells were 
transiently transfected with the indicated siRNAs. After 48 h, cells were treated with 100 pM of 
TGF-β for 6 h. The cell lysates were immunoblotted with the indicated antibodies. (e) A375 cells 
were transiently transfected with the indicated siRNAs. After 48 h, cells were treated with 100 
pM of TGF-β for 72 h and then the cell viability was examined using the CellTiter-Glo assay. (f) 
Cells were transiently transfected with the indicated siRNAs. After 48 h, cells were treated with 
100 pM of TGF-β for 6 h. The cell lysates were immunoblotted with the indicated antibodies. 
(g,i) Cells were transiently transfected with the indicated siRNAs. After 48 h, cells were treated 
with 300 pM of TGF-β for 72 h and then the cell viability was examined using the CellTiter-Glo 
assay. (h) NMuMG cells were transiently transfected with the indicated siRNAs. After 48 h, cells 
were treated with 100 pM of TGF-β for 6 h. Expression of each gene was determined by semi-





 本研究では、TGF-β による PAI-1 転写活性化の詳細な分子機構を明らかにするととも
に、PAI-1 が TGF-β による細胞増殖抑制作用に関与することを明らかにした。 
 PAI-1 転写反応における p53 と TGF-β のクロストークには、プロモーター領域に存在
する SBE と p53RE が必要であることがわかった（Figure 4b-d）。同様に、プロモーター
領域に SBE と p53RE をもつ遺伝子（Ogawa et al., 2003, Lee et al., 2013）である TTP の
TGF-β による転写誘導にも p53 が必要であった（Figure 3e）。TTP は様々な遺伝子の
mRNA の安定性を制御し、がん抑制的な機能を有することが知られている（Ross et al., 
2012）。また、p21 プロモーター領域にも SBE と p53RE の両者が含まれる（Seoane et al., 
2004, el-Deiry et al., 1993）。p21 はサイクリン依存性キナーゼの阻害因子として機能し細
胞周期の G1 期停止を誘導することで、TGF-β による細胞増殖抑制作用の一役を担って
いる（el-Deiry et al., 1993）。これらのがん抑制遺伝子は、PAI-1 転写制御と同じ様に p53
とのクロストークにより制御されていると推察され、p53 が TGF-β のがん抑制作用に関
わる標的遺伝子グループの発現を選択的に制御している可能性が考えられる。 
 一方で、p53 は TGF-β のがん悪性化に関わる作用の一つである EMT を抑制すること
が知られている。TGF-β の標的遺伝子産物である Snail は EMT を誘導する転写因子の
１つである（Miyazono et al., 2009）。p53 は miRNA-34a/b/c の発現を誘導し、Snail mRNA
の不安定化を介して、EMT を抑制することが報告されている（Kim et al., 2011）。この
ことから、p53 機能の消失は、TGF-β のがん抑制能の消失とがん悪性化能の活性化を同
時に引き起こす可能性があり、p53 が TGF-β の機能転換の一部に関与している可能性が
考えられた。 
 さらに、本研究では、複数の細胞株において PAI-1 が TGF-β による細胞増殖抑制作用
に関与することを明らかにした（Figure 8）。PAI-1 により PI3k-Akt シグナルが抑制され、
細胞周期関連因子 cyclin D1 が核外に移行するメカニズムが明らかにされており、PAI-1
発現の低下や urokinase plasminogen activator（uPA）の過剰発現が細胞老化を抑制するこ
とも報告されている（Kortlever et al., 2006）。また、PAI-1：uPA の発現レベルの比が uPA
に傾くと、増殖抑制作用が失われることも示唆されている（Kortlever et al., 2008）。がん
細胞においては uPA の過剰発現がしばしばみられることから（Choi et al., 2002）、PAI-




















Figure 9. Companion diagnostics model for TGF-β target therapy by p53 status. 
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Transcriptional co-activator with PDZ-binding motif（TAZ）はショウジョウバエにおける
Yorkieの哺乳類におけるオルソログのひとつであり、Hippoシグナルを構成する重要なエ
フェクター分子である（Zhou et al., 2016）。Hippoシグナルは細胞密度に呼応して細胞分
裂やアポトーシスを制御し、細胞の増殖や分化、臓器や器官の形成やサイズなどを制御
している。細胞の密度が低い状態では、Hippoシグナルは不活性化されており、TAZは







ることで、TAZの標的遺伝子の転写が制御され、細胞の増殖は抑制される（Yu et al., 2015, 




かにされている（Zanconato et al., 2016）。 
Hippo シグナルと p53 とのクロストークについては、いくつか報告されている（Furth 
et al., 2018）。例えば、Yorkie のもう一つのオルソログである Yes-associated protein（YAP）
は p53 ファミリーに属する p73 と結合し、p73 依存性のアポトーシス誘導を促進する
（Strano et al., 2005）。また、変異型 p53（R273H, R175H）は YAP/TAZ と協調的に機能
し、がん悪性化に寄与することが知られている（Escoll et al., 2017）。しかしながら、野
生型 p53 と TAZ とのクロストーク機構については明らかにされていない。 
上述の通り、TAZ は細胞増殖を正に制御し、がん細胞においてしばしばその発現や活
性の上昇が認められる分子である。また、興味深いことに、がんの発生や転移、がんの
再発などで重要な役割を担うがん幹細胞（Cancer stem cell: CSC）の維持に TAZ が関与
することが示唆されている（Furth et al., 2018）。例えば、TAZ の過剰発現は乳腺上皮細
胞において、細胞の自己複製能や CD44 などの幹細胞マーカーの発現を正に制御するこ
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とが明らかにされている（Cordenonsi et al., 2011）。逆に、p53 はがん幹細胞を抑制する
機能を有する（Charni et al., 2017）。p53 が CD44 プロモーターに作用し転写を抑制する
ことで、がん幹細胞の形成を阻害することが報告されている（Godar et al., 2008）。本研
究では、TAZ のもつ生理作用が p53 と相反することを鑑み、野生型 p53 を抑制する分子
の候補として TAZ に着目し、両者のクロストークの有無について解析を行った。 
 
 





1. TAZ は p53 による転写活性化を抑制する 
TAZ の高発現をもたらす Hippo シグナルの機能不全は、無秩序な細胞増殖を惹起し、
がんの悪性化に寄与していると考えられている。一方で、p53 遺伝子の変異や欠失など
の異常は伴わないものの、Mdm2 などのがん原遺伝子の過剰発現による p53 機能の不活
化によって細胞のがん化が引き起こされることも知られている。そこで、TAZ により
p53 の機能が阻害されている可能性を明らかにするため、p53RE を含むレポータープラ
スミド p53RE-Luc を用いて、TAZ が p53 の転写活性に及ぼす影響について検討した。
p53 を欠失しているヒト肺がん細胞株 H1299 に上記レポータープラスミドと p53 発現
プラスミドを導入すると、レポーター活性が上昇することを確認した。興味深いことに、
p53 とともに TAZ を共発現させると、p53RE-Luc のレポーター活性の上昇は抑制された
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（Figure 11a, left）。また、p53 標的遺伝子（p21, NOXA）のプロモーターを含んだプラス
ミドを用いた実験でも同様の結果が得られた（Figure 11a, middle & right）。次に、TAZ に
よる作用が内因性の p53 標的遺伝子の発現量に影響を与えているかを確認するため、
RT-PCR およびウェスタンブロッティングにより、p21 と Mdm2 の mRNA およびタンパ
ク発現量を検討した。その結果、p53 の発現により上昇する p21 と Mdm2 の mRNA お
よびタンパク発現は、TAZ の共発現により抑制された（Figure 11b, c）。 
 
 
Figure 11. TAZ represses the transcriptional activity of p53. (a) H1299 cells were transfected 
with the indicated reporter plasmids and pCMV/β‐gal in combination with the indicated 
constructs. After 24 h, luciferase activity in cell lysates was measured and normalized with β‐gal 
activity. Experiments were performed in triplicate, and data are represented as mean activation 
fold ± S.D. (b,c) H1299 cells were transfected with p53 in the absence or presence of TAZ. After 
18 h, p53 target genes expression levels were analyzed by RT‐qPCR (duplicate determination) 
(b) or immunoblotting (c). Significant differences are indicated as ** p < 0.01 and * p < 0.05. 
 
次に、内在性の TAZ が p53 の機能を制御しているか検討を行った。Nutlin-3 は p53 と
そのユビキチン化酵素 Mdm2 との結合を阻害し、DNA 損傷を引き起こすことなく p53
タンパクを安定化し活性化させる（Vassilev et al., 2004）。野生型 p53 をもつヒト乳がん
細胞株 MCF7 およびヒト大腸がん細胞株 HCT116 に対して Nutlin-3 を処理すると、p53 
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Figure 12. TAZ knockdown enhances the transcriptional activity of p53. (a,b) MCF7 cells 
and HCT116 cells were transfected with the indicated siRNAs and treated with 10 μM Nutlin‐3 
for 8 h. The expression levels of p53 target genes were analyzed by RT‐qPCR (duplicate 
determination) (a) or immunoblotting (b). (c,d) TAZ knockdown reduced cell viability after the 
Nutlin‐3 treatment. MCF7 cells were transfected with the indicated siRNAs, and then treated with 
10 μM Nutlin‐3. After 48 h, cells were stained with crystal violet (c). The quantification of data 
is represented (d). Significant differences are indicated as ** p < 0.01.  
 
TAZ のノックダウンにより増強した（Figure 12b）。一方で、MCF7 細胞において p53 と
TAZを同時にノックダウンさせると、TAZのノックダウンによる効果は消失した（Figure 
12b, left）。これらの結果から、内因性のレベルにおいても TAZ は p53 を介して p21 と
Mdm2 の発現を負に制御していることが明らかとなった。 
さらに、TAZ による p53 転写活性化の抑制が、細胞増殖能に影響を及ぼすか、クリス
タルバイオレット染色により検討した。その結果、MCF7 細胞において TAZ をノック
ダウンすると Nutlin-3 の増殖抑制作用は増強したが、p53 を同時にノックダウンさせる





2. TAZ は p53 と結合する 
 TAZ による p53 転写活性化能の抑制機構を明らかにするため、TAZ と p53 との相互
作用について検討を行った。H1299 細胞に FLAG-TAZ および p53 を遺伝子導入し、そ
の後免疫沈降を行ったところ、p53 は TAZ とともに共沈降し、両者が細胞内で複合体を
形成することがわかった（Figure 13a）。また、MCF7 細胞において内因性レベルにおい
ても、TAZ と p53 が複合体を形成することを確認した（Figure 13b）。 
 次に、p53に結合するTAZの領域についてGSTプルダウンアッセイにより検討した。
H1299 細胞に、6Myc-TAZ、6Myc-TAZ（a.a. 1-170）、6Myc-TAZ（a.a. 171-400）を発現さ
せた細胞抽出液に、GST-p53 のリコンビナントタンパクを加え GST プルダウンを行っ
た。その結果、TAZ は N 末端（a.a. 1-170）を含む領域で p53 と結合することが明らか
となった（Figure 13c, d）。さらに、TAZ と p53 との詳細な結合領域を検討するため、TAZ
の各種欠失変異体を用いて、免疫沈降法により検討したところ、TAZ（a.a. 171-400）の
み p53 との結合が確認できなかった（Figure 13c, e）。そこで、TAZ の欠失変異体が、p53
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による p21 プロモーターの活性化に与える影響について検討したところ、p53 と結合で
きない TAZ（a.a. 171-400）のみが p53 による p21 のプロモーター活性化を抑制できなか
った（Figure 13f）。これらのことから、TAZ の WW ドメインを含む領域（a.a. 106-170）
が p53 との結合に必要であり、TAZ は p53 と結合することで、その転写活性化能を抑制
していることが示唆された。 
 続いて、TAZ に結合する p53 の領域を調べるために、p53 の欠失変異体（Figure 13g）
を用いて検討した。その結果、TAZ は p53（a.a. 1-290）と結合する一方で、p53（a.a. 90-
290）や p53（a.a. 90-393）とは結合が見られなかった（Figure 13h）。以上の結果から、




3. TAZ は p300 による p53 のアセチル化を抑制し、p53 の DNA 結合を阻害する 
p53 の転写活性化能は、前述のようにリン酸化、アセチル化といった種々の翻訳後修
飾により制御されていることが知られている（Toledo et al., 2006）。そこで、TAZ による
p53 機能制御のメカニズムを明らかにするため、TAZ のノックダウンの p53 翻訳後修飾
に対する影響を、抗リン酸化 p53 抗体あるいは抗アセチル化 p53 抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングにより検討した。低濃度（5 nM）のアクチノマイシン D（ActD）はリ
ボソーマルストレスを誘導することにより p53 を安定化し活性化する薬剤である
（Lohrum et al., 2003）。MCF7 細胞を ActD または Nutlin-3 で処理すると、p53 の 382 番
目のリジン（K382）のアセチル化レベルの上昇がみられたが、TAZ をノックダウンさ
せると K382 のアセチル化は増強した（Figure 14a, b）。一方、ActD による 15 番目のセ
リン（S15）および 46 番目のセリン（S46）のリン酸化に関しては、TAZ のノックダウ
ンによる影響はほとんど見られなかった（Figure 14c）。 
p53 の K382 のアセチル化は p53 の DNA 結合能を高めることが知られているため（Gu 
et al., 1997）、ChIP アッセイにより p53 タンパクの p21 プロモーターへの結合能を解析
した。その結果、p21 プロモーター上に存在する２か所の p53RE（Laptenko et al., 2011）、
いずれにおいても、ActD の処理により p21 プロモーターへの p53 の結合能は上昇し、
TAZ のノックダウンによりさらに増強が見られた（Figure 14d）。以上のことから、TAZ








Figure 13. TAZ interacts with p53. (a) H1299 cells were transiently transfected with the 
indicated constructs. After 24 h, cell lysates were immunoprecipitated (IP) with an anti‐FLAG 
antibody and then immunoblotted with the indicated antibodies. (b) MCF7 cells were treated with 
10 μM MG132, a proteasome inhibitor, for 8 h. Cell lysates were immunoprecipitated with an 
anti‐TAZ antibody and then immunoblotted with the indicated antibodies. The asterisk indicates 
heavy chain of immunoglobulin. (c) Schematic representation of full‐length TAZ and its deletion 
mutants. (d) In vitro interaction of GST–p53 with TAZ. Twenty‐four hours before harvesting, 
H1299 cells were transfected with 6Myc‐TAZ or its deletion mutants. Cell lysates were subjected 
to GST pull down and then immunoblotted with the indicated antibodies. (e) H1299 cells were 
transfected with the indicated constructs. After 24 h, cell lysates were immunoprecipitated (IP) 
with the anti‐FLAG antibody and then immunoblotted with the indicated antibodies. (f) H1299 
cells were transfected with p21 promoter‐Luc and pCMV/β‐gal in combination with the indicated 
constructs. After 24 h, luciferase activity in cell lysates was measured and normalized with β‐gal 
activity. Experiments were performed in triplicate, and data are represented as mean activation 
fold ± S.D. (g) Schematic representation of full‐length p53 and its deletion mutants. (h) H1299 
cells were transfected with the indicated constructs. After 24 h, cell lysates were 
immunoprecipitated (IP) with the anti‐FLAG antibody and then immunoblotted with the indicated 
antibodies. Significant differences are indicated as ** p < 0.01. n.s.: not significant. 
 
p53 の K382 のアセチル化は p300 により触媒される（Gu et al., 1997）。そこで、p300
による p53 のアセチル化に TAZ が影響を与えるか検討した。H1299 細胞に p53 と p300
を共発現させると、p53 のアセチル化が上昇した。脱アセチル化酵素である SIRT1 をさ
らに共発現させると p300 による p53 アセチル化は抑制された。興味深いことに、SIRT1
の代わりに、TAZ を共発現させると SIRT1 と同様に、p300 による p53 アセチル化が抑
制された（Figure 14e）。免疫沈降法により p53 と p300 との相互作用を検討したところ、
TAZ の発現は、p53 と p300 との複合体形成を抑制することが明らかとなった（Figure 
14f）。 
















Figure 14. TAZ suppresses p53 acetylation by p300 and reduces the DNA‐binding activity 
of p53. (a) MCF7 cells were transfected with control (Ctrl) or TAZ siRNA, and treated with 10 
μM of Nutlin‐3 for 8 h. Cell lysates were analyzed by immunoblotting using the indicated 
antibodies. (b,c) MCF7 cells were transfected with control (Ctrl) or TAZ siRNA, and treated with 
5 nM of actinomycin D (ActD) for 8 h. Cell lysates were analyzed by immunoblotting using the 
indicated antibodies. (d) Schematic of the p21 locus indicating the two p53 responsive elements 
(p53REs) (upper). MCF7 cells were transfected with the indicated siRNAs for 48 h and then 
treated with 5 nM of ActD for 4 h. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) was performed using 
an anti‐p53 antibody, and qPCR (duplicate determination) was performed for the indicated 
promoters (lower). (e) H1299 cells were transfected with the indicated constructs, and the level 
of acetylated p53 was assessed by immunoblotting using an anti‐acetylated p53 antibody (p53 
K382Ac). (f) H1299 cells were transfected with the indicated constructs, and FLAG‐p300 was 
immunoprecipitated (IP) with anti‐FLAG antibodies. Co‐precipitated 6Myc‐p53 was detected by 
immunoblotting using the anti‐Myc antibody.  
 
4. TAZ のノックダウンは p53 依存性の細胞老化を誘導する 
細胞老化は不可逆的な細胞分裂の停止反応であり、細胞のがん化を抑制するがん抑制
機構の一つである（Childs et al., 2014）。p53 による p21 転写活性化は、細胞老化を惹起
する経路のひとつであり、p53 は細胞老化を誘導することでがん抑制的に作用している
（Campisi, 2013）。そこで、TAZ が p53 により誘導される細胞老化を制御しうるか、ヒ
ト正常線維芽細胞株 TIG1 を用いて検討した。 
最初に、TIG1 細胞における TAZ の発現量を検討した。興味深いことに、増殖が盛ん
な TIG1 細胞（PD30）と細胞老化を起こした TIG1 細胞（PD65）とを比較すると、TAZ
のmRNA発現量は同程度であるが、 TAZタンパクの発現量は細胞老化を起こしたTIG1
細胞では低いことがわかった（Figure 15a, b）。このことから、細胞老化に伴い TAZ は翻
訳後レベルでの安定性の制御を受け、その発現量が低下している可能性が示唆された。 
次に、細胞老化関連 β-ガラクトシダーゼ染色を用いて細胞老化を評価した。shRNA を
用いて TAZ をノックダウンさせると、TIG1 細胞で細胞老化が誘導された。一方で、ア
ポトーシスの指標である poly (ADP-ribose) polymerase（PARP）の切断は見られなかった
（Figure 15c-e）。また、TAZ をノックダウンさせると p21 の mRNA の発現上昇が見ら
れた（Figure 15f）。さらに、TAZ と p53 を同時にノックダウンさせると、TAZ のノック
ダウンによる細胞老化の誘導と p21 mRNA の発現上昇が抑制された（Figure 15e,f）。以






本研究では、TAZ が p53 の機能を抑制することで、がんの悪性化に寄与するメカニズ
ムの一端を明らかにした（Figure 16）。 
p53 と TAZ との結合に、TAZ の WW ドメインを含む領域が重要であることが示唆さ
れた（Figure 13c, e）。TAZ の WW ドメインは TEAD などの転写因子との結合領域とし
ても知られ、TAZ の生理機能の発現に重要であると考えられている（Liu et al., 2011）。
Peptidylprolyl cis/trans isomerase, NIMA-interacting 1（Pin1）は、TAZ 同様に WW ドメイ
ンをもち（Zhou et al, 2016）、リン酸化セリン/スレオニン-プロリン（pS/T-P）motif を認
識し結合することが報告されている（Yaffe et al, 1997）。p53 の転写活性化ドメインにも
pS/T-P motif が存在するため、p53 と TAZ との結合に p53 のリン酸化による制御の可能
性が考えられたものの、明らかにするためにはさらなる検討が必要であると考えられる。 






 本研究では、TAZ が p53 による細胞老化を抑制することを見出した（Figure 15）。加
えて、TAZ はがんの浸潤や転移に重要な役割を果たす EMT に関与することも知られて
いる（Noguchi et al, 2018）。p53 はがん幹細胞の形成を阻害する（Charni et al., 2017）一
方で、TAZ はがん幹細胞の維持に関わっていることが示唆されており（Cordenonsi et al., 






geranylgeranyl pyrophosphate は、Rho GTPase を活性化させ、TAZ の核局在を促し活性化
することが報告されている（Sorrentino et al., 2014）。スタチン系薬剤は、HMG-CoA 還
元酵素を阻害することで、メバロン酸経路を抑制し TAZ の局在を変え、活性を抑制す
ることができる。また、スタチン系薬剤は p21 の発現を誘導することで細胞増殖を負に
制御することが報告されている（Altwairgi et al., 2015）。さらに、スタチン服用患者は非
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第４章 総括                             
  
  本研究により、細胞増殖を制御するシグナル伝達と p53 とのクロストーク機構の一
端が明らかとなり、p53 が多彩なシグナル伝達と相互に作用し、細胞増殖を制御してい
ることが示唆された。 
 まず、p53 が二面性を有するサイトカインである TGF-β のがん抑制的な作用に寄与し
ていることを明らかにした。p53 は Smad2/3 と複合体を形成し協調することで PAI-1 転
写活性化を誘導した。PAI-1 は複数の細胞株で TGF-β による細胞増殖の抑制作用に寄与
しており、p53 は PAI-1 転写活性化により TGF-β の増殖抑制作用を増強していることが
示唆された。この研究結果から、がんにおける p53 遺伝子のステータスが、TGF-β によ
るがん抑制能の有無を評価する指標となり得ると考えられる。 
TGF-β は、がん細胞の浸潤や転移を促し、抗がん剤耐性の獲得に寄与することなどが






 次に、p53 の転写活性能が Hippo シグナルの重要なエフェクターである TAZ により
抑制されることを明らかにした。TAZ は p53 の転写活性化能を抑制した。そのメカニズ
ムとして、TAZ は p53 と結合することで、p300 によるアセチル化を抑制し p53 の DNA
結合能を抑制することが明らかとなった。さらに、TAZ はヒト正常線維芽細胞株 TIG1
の p53 依存性の細胞老化を抑制した。これらのことから TAZ は p53 の機能を不活化し、
がんの悪性化に寄与していることがわかった。 
TAZ と p53 との相反する生理作用から、TAZ による p53 機能の不活性化は、EMT の
促進やがん幹細胞の形成維持など、がんに難治的な性質をもたらす現象に関与している
可能性が考えられる。これらの点については、さらなる検討が必要であるものの、TAZ




が TAZ を標的とする、野生型 p53 のがん抑制能を再活性化させる新しいがん治療法を
開発することの一助となることが期待される。 
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第５章 結論                              
 
 
1.  p53 は TGF-β による PAI-1 転写活性化を増強した。 
 
 
2.  p53 はプロモーター領域の p53RE を介して PAI-1 転写活性化を増強した。 
 
 
3.  p53 は Smad2/3 のリン酸化および DNA 結合にほとんど影響しなかった。 
 
 
4.  p53 の C 末端ドメインと Smad3 の MH2 ドメインとが相互作用した。 
 
 




6.  p53 のノックダウンにより PAI-1 プロモーター領域への CBP のリクルー 
トおよびヒストン H3 のアセチル化が抑制された。 
 
 




8.  TAZ の過剰発現により、p53 の標的遺伝子の発現誘導は抑制された。 
 
 











11.  TAZ は p53 のアセチル化を抑制し、p53 の DNA 結合能を抑制した。 
 
 
12.  TAZ は p53 と p300 の結合を抑制した。 
 
 




第６章 実験材料及び方法                            
 
抗体 
抗 PAI-1 モノクローナル抗体（clone41/PAI-1）、抗 Smad2/3 モノクローナル抗体（clone 
18/Smad2/3）は BD Biosciences から、抗 p53 モノクローナル抗体（DO-1）、抗 Mdm2 モ
ノクローナル抗体（OP46）は Calbiochem から、抗 β-actin モノクローナル抗体（AC-15）、
抗 β-actin モノクローナル抗体（A5441）、抗 FLAG モノクローナル抗体（M2）は SIGMA
から、抗リン酸化 Smad2 モノクローナル抗体（Ser465/467）（138D4）、抗リン酸化 p53
（Ser15）ポリクローナル抗体（9284）、抗アセチル化 p53（Lys382）ポリクローナル抗
体（2525）、抗 PARP ポリクローナル抗体（9542）、抗 TAZ ポリクローナル抗体（4883）
は Cell Signaling Technology から、抗 CBP ポリクローナル抗体（A-22）、抗 HA ポリク
ローナル抗体（Y-11）、抗 GFP モノクローナル抗体（B-2）、HRP 標識抗 p53 モノクロ
ーナル抗体（SC‐126）、抗 p21 モノクローナル抗体（sc‐6246）, 抗 GST モノクローナ
ル抗体（sc‐138）、HRP 標識抗 HA モノクローナル抗体（SC‐7392）は Santa Cruz 
Biotechnology から、抗アセチル化ヒストン H3 ポリクローナル抗体（06–599）、抗 Myc
モノクローナル抗体（4A6）は EMD Millipore から、マウス IgG1（MB002）は R & D 
Systems から、ウサギ IgG は Southern Biotech から、抗リン酸化 p53（Ser46）モノクロ
ーナル抗体（71‐115）は BioAcademia から購入した。 
 
細胞培養 
HepG2 細胞（ヒト肝がん細胞株）、A549 細胞（ヒト肺がん細胞株）、HaCaT 細胞（ヒ
ト表皮角化細胞株）、MCF7 細胞（ヒト乳がん細胞株）、HCT116 細胞（ヒト大腸がん細
胞株）、TIG1 細胞（ヒト正常線維芽細胞株）の培養には、Dullubecco’s Modified Eagle Media
（DMEM）（SIGMA）に 100 U/mL ペニシリン G（Meiji Seika Pharma）、100 µg/mL スト
レプトマイシン（Meiji Seika Pharma）及び 10% 非働化 FBS（SIGMA）を加えた培地を
用いた。NMuMG 細胞（正常マウス乳腺上皮細胞株）の培養には、上記に加えて 10 µg/mL
インスリン（Wako）を添加した DMEM を用いた。 
H1299 細胞（ヒト肺がん由来細胞株）の培養には、RPMI-1640 を用いた。 
MCF10A 細胞（正常ヒト乳腺上皮細胞株）の培養には Mammary Epithelial Cell Growth 
Medium（Promocell）にペニシリン G とストレプトマイシンおよびコレラトキシン（Wako）





 Smad7-Luc (-557~+112)は宮園浩平 博士（東京大学大学院医学系研究科）より供与さ
れた。pCMV-β-galactosidase（β-gal）は Clontech から購入した。pGL4/p53RE （p53RE-
Luc）は Asp718/HindIII で制限酵素処理した pp53-TA-Luc（Clontech）の断片を、pGL4.10
（Promega）に組み込み精製した。pGL4/PAI-1（PAI-1-Luc）は、ヒト PAI-1 プロモータ
ー領域（-800 ~ +77）を pGL4.10 に組込み精製した。pGL4/PAI-1 (∆p53RE) （PAI-1-Luc 
(∆p53RE））は pGL4/PAI-1 を鋳型とした PCR により精製した。 
 NOXA promoter-Luc（-198~+45）は、ヒト NOXA プロモーター領域を pGL4.10 に組み
込み精製した。TAZ Mission shRNA plasmid（TRCN00003119150）は、SIGMA から購入し
た。TAZ の cDNA は PCR により精製し、FLAG-pcDNA3、HA-pcDNA3、6Myc-pcDNA3、
または pGEX6P1（GE Healthcare）へ組み込んだ。全てのコンストラクトは DNA シーク
エンサー（ABI® 3100-Avant Genetic Analyzer）にて配列を確認した。 
 
トランスフェクション 





 HepG2/H1299 細胞を 24 well plate に播種し、各種レポータープラスミド、pCMV-β-gal、
発現プラスミド、および空ベクターをコトランスフェクションした。なお、トランスフ
ェクションする DNA 総量が各条件で一定となるよう空ベクターの量を調節した。24 時




 細胞は TNTE buffer（20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 120 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% Triton-X 
100）に各種プロテアーゼ阻害剤、脱リン酸化阻害剤を添加した buffer にて溶解した。
細胞抽出液に目的のタンパク質に対する特異的抗体とプロテイン G セファロースビー
ズ （GE healthcare）を加え免疫沈降を行った。セファロースビーズを TNTE buffer にて
4 回洗浄後、2x SDS sample buffer（100 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS, 10% glycerol, 1 mg/ml 
bromophenol blue, 17.5 M 2-mercaptoethanol）を加え、98℃で 5 分加熱してサンプルとし
た。抗 FLAG 抗体を用いた免疫沈降では、アガロース結合抗 FLAG モノクローナル抗
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体（M2）（SIGMA）を用いて免疫沈降を行い、3×FLAG peptide（SIGMA）を加え氷上 30
分間のインキュベートにより結合タンパクを溶出し、6x SDS sample buffer を加え、98℃
で 5 分加熱してサンプルとした。内因性の TAZ は、あらかじめ反応させておいた
Dynabeads Protein A（Invitrogen）と抗 TAZ 抗体を用いて免疫沈降を行った。Dynabeads
を TNTE buffer にて 5 回洗浄後、2x SDS sample buffer を加え、98℃で 5 分加熱してサン
プルとした。回収したサンプルは SDS-polyacrylamide gel electrophoresisにて分離後 PVDF
膜（Millipore）に転写した。一次抗体及びHRP標識二次抗体を処理後、ECL Western blotting 




 H1299 細胞に 6Myc-TAZ または 6Myc-TAZ deletion mutant の発現プラスミドをトラン
スフェクションした。24 時間インキュベートした後、プロテアーゼ阻害剤を添加した
TNTE buffer で細胞を溶解した。細胞溶解液に GST または GST-p53 を加え、4℃で 2 時
間インキュベート後、結合タンパクをウェスタンブロッティングにより解析した。 
 
RNA 抽出、RT-PCR 法及び real-time PCR 法 
RNA抽出にはRNAiso Plus（Takara Bio）を用いた。PrimeScript first-strand cDNA Synthesis 
Kit（TaKaRa Bio）を用いてtotal RNAからcDNAを生成した。目的のmRNA発現量はGene 
Amp PCR System 2700（Applied Biosystems）を用いたPCR法及び、SYBR premix Ex Taq
（Takara Bio）と ABI Prism 7300 sequence detection system (Applied Biosystems) を用いた
real-time PCR法を用いて測定した。遺伝子の増幅には以下のプライマーを用いた。 
 
human p53 forward 5′-CTCACCATCATCACACTGGAAGAC-3′, 
 reverse 5′-AGAGGAGCTGGTGTTGTTGGGCAG-3′ 
human GAPDH forward 5′-TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT-3′ 
 reverse 5′-CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC-3′ 
human PAI-1 forward 5′-CATGGGGCCATGGAACAAGG-3′ 
 reverse 5′-CTTCCTGAGGTCGACTTCAG-3′ 
human TTP forward 5′-TCATCCACAACCCTAGCGAA-3′ 
 reverse 5′-GATGCGATTGAAGATGGGGA-3′ 
human p63 forward 5′-CCAGACTCAATTTAGTGAGC-3′ 
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 reverse 5′-ACTTGCCAGATCATCCATGG-3′ 
mouse p53 forward 5′-GATGACTGCCATGGAGGAGT-3′ 
 reverse 5′-CTCGGGTGGCTCATAAGGTA-3′ 
mouse GAPDH forward 5′-GGCATTGTGGAAGGGCTCA-3′ 
 reverse 5′- TCCACCACCCTGTTGCTGT-3′ 
mouse PAI-1 forward 5′-GGGAAAAGGGGCTGTGTGAC-3′ 
 reverse 5′-GTACACGGTGTGTGGCTGTC-3′ 
mouse p21 forward 5′-TGTCTTGCACTCTGGTGTCTGAGC-3′ 
 reverse 5′-TCTTGCAGAAGACCAATCTGCG-3′ 
human p21 forward 5’-GATTTCTACCACTCCAAACGCC-3’ 
 reverse 5’-AGAAGATGTAGAGCGGGC-3’ 
human Mdm2 forward 5’-TGTTGGTGCACAAAAAGACA-3’ 
 reverse 5’-CACGCCAAACAAATCTCCTA-3’. 
human TAZ forward 5’-GGCTGGGAGATGACCTTCAC-3’ 
 reverse 5’-CTGAGTGGGGTGGTTCTGCT-3’ 
human p53 forward 5’-TTCACCCTTCAGATCCGTGG-3’ 
 reverse 5’-TTCCAAGGCCTCATTCAGCTC-3’ 
human HPRT1 forward 5’-TTTGCTTTCCTTGGTCAGGC-3’ 
 reverse 5’-GCTTGCGACCTTGACCATCT-3’ 
human β-actin forward 5’-TGGCACCCAGCACAATGAA-3’ 
 reverse 5’-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3’ 
 
クロマチン免疫沈降法 
 細胞に 1% ホルムアルデヒドを加え、室温で 10 分間クロスリンク反応を行い、終濃
度 0.125 M glycine を用いて反応を止めた。PBS を用いて 2 回洗浄後、細胞を回収し、
SDS lysis buffer（50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1% SDS, 10 mM EDTA, and protease inhibitors）を
用いて再懸濁した。溶解物は 15 秒間/回を 30 秒おきに 4 回 UR-20P ソニケーター（TOMY 
SEIKO）を用いて超音波処理し、14,000 rpm、 8C で 10 分間遠心した。上清を ChIP 
dilution buffer (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, and 
protease inhibitors)を用いて 10 倍希釈した。目的のタンパク質に対する特異的抗体と共に
プレインキュベートされた Dynabeads M-280 sheep anti-mouse IgG（Invitrogen）を用いて
免疫沈降を行った。ChIP wash buffer（50 mM Hepes-KOH, pH 7.0, 0.5 M LiCl, 1 mM EDTA, 
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0.7% deoxycolate, 1% NP-40）により 5 回洗浄後、TE buffer（pH 8.0）で１回洗浄し、elution 
buffer（50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS）を用いてクロスリンクをはずし
た。PCR purification kit (FAVORGEN, Pingtung, Taiwan) によって精製した DNA サンプル




human PAI-1 promoter (SBE) forward 5’-GCAGGACATCCGGGAGAGA-3’ 
 reverse 5’-CCAATAGCCTTGGCCTGAGA-3’ 
human PAI-1 promoter (p53RE) forward 5’-CCAAGAGCGCTGTCAAGAAGA-3’ 
 reverse 5’-AGGAATTCAGCTGCTGGAGG-3 
human p21 promoter (-2283) forward 5’-GTGGCTCTGATTGGCTTTCTG-3’ 
 reverse 5’-CTGAAAACAGGCAGCCCAAG-3’ 
human p21 promoter (-1391) forward 5′-CCAGGAAGGGCGAGGAAA-3′ 
 reverse 5′-ACATCTCAGGCTGCTCAGAGTCT-3′ 
human HPRT1 first intron forward 5’-TGTTTGGGCTATTTACTAGTTG-3’ 
 reverse 5’-ATAAAATGACTTAAGCCCAGAG-3’ 
半定量的 PCR 
human PAI-1 promoter (SBE) forward 5’-CCTCCAACCTCAGCCAGACAAG-3’ 
 reverse 5’-CCCAGCCCAACAGCCACAG-3’ 
 
RNA 干渉 
 human TAZ siRNAはFASMACから購入した。human p21 siRNA（VHS40202）はInvitrogen




human TAZ siRNA sense strand 5′-AGACAUGAGAUCCAUCACUAA-3′ 
human p53 siRNA sense strand 5’-CCAGUGGUAAUCUACUGGGACGGAA-3’ 
human PAI-1 siRNA sense strand 5’-CCUGGGAAUGACCGACAUGdTdT-3’ 
human p63 siRNA sense strand 5’-CACACAUGGUAUCCAGAUGdTdT-3’ 
mouse p53 siRNA sense strand 5’-GUACAUGUGUAAUAGCUCCdTdT-3’ 
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mouse PAI-1 siRNA sense strand 5’-GAACAAGAAUGAGAUCAGUdTdT-3’ 
mouse p21 siRNA sense strand 5’-AGACCAGCCUGACAGAUUUdTdT-3’ 
 
細胞生存アッセイ 
 クリスタルバイオレット染色および内因性 ATP を定量することで生存細胞数を評価
した。細胞を PBS で洗浄後、Crystal violet により染色した。染色後、1% SDS を用いて




 細胞を PBS で 2 回洗浄後、fixation solution（2% formaldehyde, 0.2% glutaraldehyde in 
PBS buffer）を加え、室温で 5 分インキュベートし固定した。PBS で 2 回洗浄後、stain 
solution（40 mM citric acid/Na phosphate buffer, 5 mM K4[Fe(CN)6]3H2O, 5 mM K3[Fe(CN)6], 
150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mg/ml X-gal）を加え 37℃で一晩インキュベートした。翌
日、細胞を PBS で 2 回洗浄後メタノールを加え乾燥させた後に染色細胞を観察した。 
 
統計解析 
2 群比較には Student’s t-test を、多群比較には one-way ANOVA と Tukey-Kramer HSD





謝辞                                      
 
 本研究の全般にわたり、終始御懇なる御指導、御鞭撻を賜りました本学大学院薬学研
究科 林 秀敏 教授に深甚たる感謝の意を表します。 
 
 本論文を作成するにあたり、有益な御助言、及び御校閲を賜りました本学大学院薬学










いた、川崎 文寛 修士、佐藤 晃一 修士、田中 孝仁 修士、鈴木 千晶 修士、福浦 





引用文献                                    
 
Altwairgi AK. Statins are potential anticancerous agents. Oncol. Rep., 33, 1019-1039 (2015) 
 
Amelio I, Melino G. The p53 family and the hypoxia-inducible factors (HIFs): determinants 
of cancer progression. Trends Biochem. Sci., 40, 425-34 (2015).  
 
Beckerman R, Prives C. Transcriptional regulation by p53. Cold Spring Harb. Perspect. 
Biol., 2, a000935 (2010) 
 
Bieging KT, Mello SS, Attardi LD. Unraveling mechanisms of p53-mediated tumour 
suppression. Nat. Rev. Cancer, 14, 359-370 (2014) 
 
Bierie B, Moses HL. Tumour microenvironment: TGFbeta: the molecular Jekyll and Hyde 
of cancer. Nat. Rev. Cancer, 6, 506-20 (2006) 
 
Brooks CL, Gu W. The impact of acetylation and deacetylation on the p53 pathway. Protein 
Cell, 2, 456-462 (2011) 
 
Campisi J. Aging, cellular senescence, and cancer. Annu. Rev. Physiol., 75, 685–705 (2013) 
 
Charni M, Aloni-Grinstein R, Molchadsky A, Rotter V. p53 on the crossroad between 
regeneration and cancer. Cell Death Differ., 24, 8–14 (2017) 
 
Chau CH, Steeg PS, Figg WD. Antibody–drug conjugates for cancer. Lancet, 394, 793-804 
(2019) 
 
Chen Y, Di C, Zhang X, Wang J, Wang F1, Yan JF1, Xu C, Zhang J, Zhang Q, Li H, Yang 
H, Zhang H. Transforming growth factor β signaling pathway: A promising therapeutic 
target for cancer. J. Cell. Physiol., 235, 1903-1914 (2019) 
 
Childs BG, Baker DJ, Kirkland JL, Campisi J, van Deursen JM. Senescence and apoptosis: 
Dueling or complementary cell fates? EMBO Rep., 15, 1139–1153 (2014) 
49 
Choi YK, Yoon BI, Kook YH, Won YS, Kim JH, Lee CH, Hyun BH, Oh GT, Sipley J, Kim 
DY. Overexpression of urokinase-type plasminogen activator in human gastric cancer cell 
line (AGS) induces tumorigenicity in severe combined immunodeficient mice. Jpn. J. 
Cancer Res., 93, 151–156 (2002) 
 
Cordenonsi M, Dupont S, Maretto S, Insinga A, Imbriano C, Piccolo S. Links between tumor 
suppressors: p53 is required for TGF-beta gene responses by cooperating with Smads. Cell, 
113, 301–314 (2003) 
 
Cordenonsi M, Zanconato F, Azzolin L, Forcato M, Rosato A, Frasson C, Inui M, Montagner 
M, Parenti AR, Poletti A, Daidone MG, Dupont S, Basso G, Bicciato S, Piccolo S. The 
Hippo transducer TAZ confers cancer stem cell‐related traits on breast cancer cells. Cell, 
147, 759–772 (2011) 
 
Czekay RP, Wilkins-Port CE, Higgins SP, Freytag J, Overstreet JM, Klein RM, Higgins CE, 
Samarakoon R, Higgins PJ. PAI-1: An Integrator of Cell Signaling and Migration. Int. J. 
Cell Biol., 2011, 562481 (2011) 
 
Dennler S, Itoh S, Vivien D, ten Dijke P, Huet S, Gauthier JM. Direct binding of Smad3 and 
Smad4 to critical TGF beta-inducible elements in the promoter of human plasminogen 
activator inhibitor-type 1 gene. EMBO J., 17, 3091–3100 (1998). 
 
Derynck R. Zhang YE. Smad-dependent and Smad-independent pathways in TGF-β family 
signalling. Nature, 425, 577–584 (2003). 
 
Dotto GP. Crosstalk of Notch with p53 and p63 in cancer growth control. Nat. Rev. Cancer, 
9, 587-95 (2009) 
 
el-Deiry WS, Tokino T, Velculescu VE, Levy DB, Parsons R, Trent JM, Lin D, Mercer WE, 





Escoll M, Gargini R, Cuadrado A, Anton IM, Wandosell F. Mutant p53 oncogenic functions 
in cancer stem cells are regulated by WIP through YAP/TAZ. Oncogene, 36, 3515–3527 
(2017) 
 
Feng XH, Zhang Y, Wu RY, Derynck R. The tumor suppressor Smad4/DPC4 and 
transcriptional adaptor CBP/p300 are coactivators for smad3 in TGF-beta-induced 
transcriptional activation. Genes Dev., 12, 2153–2163 (1998) 
 
Furth N, Aylon Y, Oren M. p53 shades of Hippo. Cell Death Differ., 25, 81–92 (2018) 
 
Godar S, Ince TA, Bell GW, Feldser D, Donaher JL, Bergh J, Liu A, Miu K, Watnick RS, 
Reinhardt F, McAllister SS, Jacks T, Weinberg RA. Growth-inhibitory and tumor- 
suppressive functions of p53 depend on its repression of CD44 expression. Cell, 134, 62-73 
(2008) 
 
Gu W, Roeder RG. Activation of p53 sequence-specific DNA binding by acetylation of the 
p53 C-terminal domain. Cell, 90, 595–606 (1997) 
 
Gu W, Shi XL, Roeder RG. Synergistic activation of transcription by CBP and p53. Nature, 
387, 819–823 (1997) 
 
Huang S, Hölzel M, Knijnenburg T, Schlicker A, Roepman P, McDermott U, Garnett M, 
Grernrum W, Sun C, Prahallad A, Groenendijk FH, Mittempergher L, Nijkamp W, Neefjes 
J, Salazar R, Ten Dijke P, Uramoto H, Tanaka F, Beijersbergen RL, Wessels LF, Bernards R. 
MED12 controls the response to multiple cancer drugs through regulation of TGF-β receptor 
signaling. Cell, 151, 937–950 (2012) 
 
Ikushima H, Miyazono K. Cellular context-dependent “colors” of transforming growth 
factor-beta signaling. Cancer Sci., 101, 306–312 (2010) 
 
Janknecht R, Wells NJ, Hunter T. TGF-beta-stimulated cooperation of smad proteins with 
the coactivators CBP/p300. Genes Dev., 12, 2114–2119 (1998) 
 
51 
Kim NH, Kim HS, Li XY, Lee I, Choi HS, Kang SE, Cha SY, Ryu JK, Yoon D, Fearon ER, 
Rowe RG, Lee S, Maher CA, Weiss SJ, Yook JI. A p53/miRNA-34 axis regulates Snail1-
dependent cancer cell epithelial-mesenchymal transition. J. Cell Biol., 195, 417–433 (2011) 
 
Kortlever RM, Higgins PJ, Bernards R. Plasminogen activator inhibitor-1 is a critical 
downstream target of p53 in the induction of replicative senescence. Nat. Cell Biol., 8, 888–
884 (2006) 
 
Kortlever RM, Nijwening JH, Bernards R. Transforming growth factor-beta requires its 
target plasminogen activator inhibitor-1 for cytostatic activity. J. Biol. Chem., 283, 24308–
24313 (2008) 
 
Kruse JP, Gu W. Modes of p53 regulation. Cell, 137, 609–622 (2009) 
 
Kunz C, Pebler S, Otte J, von der Ahe D. Differential regulation of plasminogen activator 
and inhibitor gene transcription by the tumor suppressor p53. Nuc.Acid Res., 23, 3710–3717 
(1995) 
 
Laptenko O, Beckerman R, Freulich E, Prives C. p53 binding to nucleosomes within the 
p21 promoter in vivo leads to nucleosome loss and transcriptional activation. Proc. Natl. 
Acad. Sci., 108, 10385–10390 (2011) 
 
Larisch-Bloch S, Yarom R, Sulitzeanu D. Degenerative changes in the A375 melanoma line 
induced by transforming growth factor beta 1. Immunol. Lett., 33, 151-156 (1992) 
 
Lee JY, Kim HJ, Yoon NA, Lee WH, Min YJ, Ko BK, Lee BJ, Lee A, Cha HJ, Cho WJ, Park 
JW. Tumor suppressor p53 plays a key role in induction of both tristetraprolin and let-7 in 
human cancer cells. Nuc. Acids Res., 41, 5614–5625 (2013) 
 
Liu C, Huang W, Lei W. Regulation and function of the TAZ transcription co-activator. Int. 




Lohrum MA, Ludwig RL, Kubbutat MH, Hanlon M, Vousden KH. Regulation of HDM2 
activity by the ribosomal protein L11. Cancer Cell, 3, 577–587 (2003) 
 
Massagué J. TGFβ signalling in context. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., 13, 616–630 (2012) 
 
Mei Z, Liang M, Li L, Zhang Y, Wang Q, Yang W. Effects of statins on cancer mortality and 
progression: A systematic review and meta-analysis of 95 cohorts including 1,111,407 
individuals. Int. J. Cancer, 140, 1068–1081 (2017) 
 
Miettinen PJ, Ebner R, Lopez AR, Derynck R. TGF-beta induced transdifferentiation of 
mammary epithelial cells to mesenchymal cells: involvement of type I receptors. J. Cell 
Biol., 127, 2021–2036 (1994) 
 
Miyazono K. Transforming growth factor-beta signaling in epithelial-mesenchymal 
transition and progression of cancer. Proc. Jpn. Acad. Ser. B Phys. Biol. Sci., 85, 314-23 
(2009) 
 
Nagata M, Goto K, Ehata S, Kobayashi N, Saitoh M, Miyoshi H, Imamura T, Miyazawa K, 
Miyazono K. Nuclear and cytoplasmic c-Ski differently modulate cellular functions. Genes 
Cells, 11, 1267–1280 (2006) 
 
Noguchi S, Saito A, Nagase T. YAP/TAZ Signaling as a Molecular Link between Fibrosis 
and Cancer. Int. J. Mol. Sci., 19, 3674 (2018) 
 
Ogawa K, Chen F, Kim YJ, Chen Y. Transcriptional regulation of tristetraprolin by 
transforming growth factor-beta in human T cells. J. Biol. Chem., 278, 30373–30381 (2003) 
 
Oren M. Decision making by p53: life, death and cancer. Cell Death Differ. 10, 431–442 
(2003) 
 
Overstreet JM, Samarakoon R, Meldrum KK, Higgins PJ. Redox control of p53 in the 
transcriptional regulation of TGF-β1 target genes through SMAD cooperativity. Cell. 
Signal., 26, 1427–1436 (2014) 
53 
Piccolo S, Dupont S, Cordenonsi M. The biology of YAP/TAZ: Hippo signaling and beyond. 
Physiol. Rev., 94, 1287–1312 (2014) 
 
Riley T, Sontag E, Chen P, Levine A. Transcriptional control of human p53-regulated genes. 
Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 9, 402–412 (2008). 
 
Ross CR, Brennan-Laun SE, Wilson GM. Tristetraprolin: roles in cancer and senescence. 
Ageing Res. Rev., 11, 473–484 (2012) 
 
Schneider G, Krämer OH. NFκB/p53 crosstalk-a promising new therapeutic target. Biochim. 
Biophys. Acta, 1815, 90-103 (2011) 
 
Seoane J, Le HV, Shen L, Anderson SA, Massagué J. Integration of Smad and forkhead 
pathways in the control of neuroepithelial and glioblastoma cell proliferation. Cell, 117, 
211–223 (2004) 
 
Siegel PM, Massagué J. Cytostatic and apoptotic actions of TGF-β in homeostasis and 
cancer. Nat. Rev. Cancer, 3, 807–821 (2003) 
 
Sorrentino G, Ruggeri N, Specchia V, Cordenonsi M, Mano M, Dupont S, Manfrin A, 
Ingallina E, Sommaggio R, Piazza S, Rosato A, Piccolo S, Del Sal G. Metabolic control of 
YAP and TAZ by the mevalonate pathway. Nat. Cell Biol., 16, 357–366 (2014) 
 
Strano S, Monti O, Pediconi N, Baccarini A, Fontemaggi G, Lapi E, Mantovani F, Damalas 
A, Citro G, Sacchi A, Del Sal G, Levrero M, Blandino G. The transcriptional coactivator 
Yes-associated protein drives p73 gene-target specificity in response to DNA damage. Mol. 
Cell, 18, 447–459 (2005) 
 
Sun C, Wang L, Huang S, Heynen GJ, Prahallad A, Robert C, Haanen J, Blank C, Wesseling 
J, Willems SM, Zecchin D, Hobor S, Bajpe PK, Lieftink C, Mateus C, Vagner S, Grernrum 
W, Hofland I, Schlicker A, Wessels LF, Beijersbergen RL, Bardelli A, Di Nicolantonio F, 
Eggermont AM, Bernards R. Reversible and adaptive resistance to BRAF(V600E) 
inhibition in melanoma. Nature, 508, 118–122 (2014) 
54 
Takebayashi-Suzuki K, Funami J, Tokumori D, Saito A, Watabe T, Miyazono K, Kanda A, 
Suzuki A. Interplay between the tumor suppressor p53 and TGF beta signaling shapes 
embryonic body axes in Xenopus. Development, 130, 3929–3939 (2003) 
 
Tang Y, Zhao W, Chen Y, Zhao Y, Gu W. Acetylation is indispensable for p53 activation. 
Cell, 133, 612-26 (2008) 
 
Termén S, Tan EJ, Heldin CH, Moustakas A. p53 regulates epithelial-mesenchymal 
transition induced by transforming growth factor β. J. Cell Physiol., 228, 801–813 (2013) 
 
Toledo F, Wahl GM. Regulating the p53 pathway: In vitro hypotheses, in vivo veritas. Nat. 
Rev. Cancer, 6, 909–923 (2006) 
 
Tsushima H, Kawata S, Tamura S, Ito N, Shirai Y, Kiso S, Imai Y, Shimomukai H, Nomura 
Y, Matsuda Y, Matsuzawa Y. High levels of transforming growth factor beta 1 in patients 
with colorectal cancer: association with disease progression. Gastroenterology, 110, 375–
382 (1996) 
 
Vassilev LT, Vu BT, Graves B, Carvajal D, Podlaski F, Filipovic Z, Kong N, Kammlott U, 
Lukacs C, Klein C, Fotouhi N, Liu EA. In vivo activation of the p53 pathway by small-
molecule antagonists of MDM2. Science, 303, 844–848 (2004) 
 
Vousden KH, Lu X. Live or let die: the cell's response to p53. Nat. Rev. Cancer. 2, 594-604 
(2002) 
 
Wikström P, Stattin P, Franck-Lissbrant I, Damber J E, Bergh A. Transforming growth factor 
beta1 is associated with angiogenesis, metastasis, and poor clinical outcome in prostate 
cancer. Prostate, 37, 19–29 (1998) 
 





Wu P, Nielsen TE, Clausen MH. FDA-approved small-molecule kinase inhibitors. Trends 
Pharmacol. Sci, 36, 422-439 (2015) 
 
Yaffe MB, Schutkowski M, Shen M, Zhou XZ, Stukenberg PT, Rahfeld JU, Xu J, Kuang J, 
Kirschner MW, Fischer G, Cantley LC, Lu KP. Sequence-specific and phosphorylation-
dependent proline isomerization: A potential mitotic regulatory mechanism. Science, 278, 
1957–1960 (1997) 
 
Yu FX, Zhao B, Guan KL. Hippo pathway in organ size control, tissue homeostasis, and 
cancer. Cell, 163, 811–828 (2015) 
 
Zanconato F, Cordenonsi M, Piccolo S. YAP/TAZ at the roots of cancer. Cancer Cell, 29, 
783–803 (2016) 
 
Zhou BP, Liao Y, Xia W, Zou Y, Spohn B, Hung MC. HER-2/neu induces p53 ubiquitination 
via Akt-mediated MDM2 phosphorylation. Nat. Cell Biol., 3, 973-892 (2001) 
 
Zhou X, Lei QY. Regulation of TAZ in cancer. Protein Cell, 7, 548–561 (2016) 
 
Zhou XZ, Lu KP. The isomerase PIN1 controls numerous cancer-driving pathways and is a 
unique drug target. Nat. Rev. Cancer, 16, 467–478 (2016) 
 
